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Streszczenie: Reaktywne formy tlenu (RFT) towarzyszą organizmom żywym od ponad 2 mid lat. 
Ponieważ stanowią one poważne zagrożenie dla wszystkich składników komórki, w toku ewolucji 
wykształcone zostały systemy obronne służące ich detoksyfikacji. Równocześnie jednak pojawiły się 
enzymy, których rola polega na celowej produkcji RFT pod wpływem określonych bodźców. Badania 
ostatnich lat wykazały, że rolą powstałych w ten sposób RFT może być udział w przekazie sygnałów 
wewnątrz komórki. W poniższej pracy zostanie omówiony udział RFT w szlakach prowadzących do 
aktywacji czynników transkrypcyjnych i ekspresji genów. Szczególny nacisk położony zostanie na 
aktywację czynników transkrypcyjnych NF-kB i AP-1, pełniących kluczową rolę w aktywacji szeregu 
genów biorących udział w procesach zapalnych i odpowiedzi immunologicznej. 
(Postępy Biologii Komórki 2001; Supl. 16: 43-59)
Słowa kluczowe: reaktywne formy tlenu, stres oksydacyjny, antyoksydanty, czynniki transkrypcyjne, 
ekspresja genów. 
Summary: Reactive oxygen species (ROS) have accompanied living organisms for over 2 bilion years. 
Because they constitute a serious threat to all components of the cell, during the course of evolution some 
defence systems evolved to detoxify them. At the same time some enzymes appeared, that play a role as 
producers of ROS upon special stimuli. The recent years’ experiments have demonstrated, that ROS thus 
produced could take part in intracellular signalling. The paper is concerned with the role of ROS in 
pathways leading to the activation of transcription factors and gene expression. The special emphasis 
will be laid on the activation of NF-kB and AP-1, transcription factors, that play a key role in the activation 
of a number of genes involved in inflammation and immune response. 
(Advances in Cell Biology 2001; Suppl. 16: 43-59)
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WSTĘP
Powszechnie przyjmuje się, że życie powstało i rozwinęło się około 3, 5 mid 
lat temu. Na Ziemi panowały wówczas warunki silnie redukujące. Gdy więc przed 
około 2, 5 mld lat stężenie tlenu w atmosferze ziemskiej zaczęło gwałtownie rosnąć, 
przed komórkami otworzyły się nie tylko nowe, obiecujące perspektywy, ale stanęły 
one także w obliczu niespotykanych dotychczas zagrożeń. 
Czteroelektronowa redukcja tlenu do wody prowadzi do uwolnienia dużej ilości 
energii, znacznie większej niż ta, która wydziela się w wyniku fermentacji. Gdy 
jednak, z jakichś przyczyn, dojdzie jedynie do częściowej (jedno- bądź dwuele- 
ktronowej) redukcji cząsteczki tlenu, to produktami takiej reakcji będą tzw. reaktywne 
formy tlenu (RFT). Dobrze znanymi RFT w układach biologicznych są: anionorodnik 
ponadtlenkowy (O2’_), nadtlenek wodoru (H2O2) i rodnik hydroksylowy (OH ). 
Pierwotne RFT mogą dać początek wtórnym produktom, takim jak: kwas pod- 
chlorawy, nadtlenek azotu oraz nadtlenki lipidów. 
RFT są zdolne do uszkadzania niemal wszystkich składników komórki. Na atak 
RFT niezwykle podatne są kwasy tłuszczowe błon (zwłaszcza nienasycone); usz­
kodzeniom ulegają także białka i DNA (oksydacyjne modyfikacje tego ostatniego 
związku są szczególnie niebezpieczne ze względu na ich dziedziczny charakter). 
Działaniu RFT nie są w stanie oprzeć się nawet cukrowce. 
Głównym źródłem RFT w komórkach są reakcje obejmujące transport elektronów 
w łańcuchu oddechowym, peroksysomach i mikrosomach. RFT generowane są także 
w reakcjach katalizowanych przez takie enzymy, jak: oksydazy (NADPH, ksan- 
tynowa) i reduktazy. 
Aby uchronić się przed falą RFT stanowiących na dłuższą metę duże zagrożenie, 
komórki wykształciły szereg mechanizmów obronnych. Należy do nich cała grupa 
związków niskocząsteczkowych, zarówno hydrofilowych jak i hydrofobowych, po­
chodzenia egzo- i endogennego, zdolnych do detoksyfikacji RFT. W procesie tym 
biorą także udział związki o znacznie wyższych masach cząsteczkowych, tzn. enzymy 
(np. dysmutazy ponadtlenkowe, katalaza i peroksydazy), ściśle współpracujące ze 
sobą, jak również białka pozbawione aktywności enzymatycznej (np. tioredoksyna, 
Ref-1), często będące kosubstratami tych enzymów. 
Mając na uwadze tak skomplikowane mechanizmy obronne może wydawać się 
czymś zdumiewającym, że wiele komórek wyposażonych jest w systemy służące 
celowej syntezie RFT z O2 w odpowiedzi na bodźce pobudzające. 
Najlepszym przykładem takich komórek sąfagocyty zdolne do syntezy w krótkim 
czasie dużych ilości RFT w charakterze broni chemicznej skierowanej przeciwko 
mikroorganizmom (w tzw. wybuchu tlenowym fagocytów). Jednak wiele innych 
typów komórek jest również zdolnych do „mini” wybuchu tlenowego będącego 
następstwem pobudzenia specyficznych receptorów błonowych. Do takich komórek 
należą: fibroblasty, pewne linie komórek nowotworowych, komórki endotelialne 
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oraz limfocyty T i B. Wykazano, że wiele czynników, zarówno fizjologicznych 
jak i patofizjologicznych, jest zdolnych do indukcji stresu oksydacyjnego w tych 
komórkach. Należą do nich cytokiny prozapalne, infekcje bakteryjne i wirusowe, 
promieniowanie wysokoenergetyczne (UV i y) oraz niektóre związki wywołujące 
transformację nowotworową. Ponadto, w komórkach wyższych kręgowców odkryto 
szereg enzymów zdolnych do indukowalnej syntezy RFT. Ich przykładem są oksy­
dazy NADPH, cyklooksygenazy i lipooksygenazy. 
Powyższe obserwacje doprowadziły do wysunięcia w 1991 roku hipotezy mó­
wiącej, że nieznaczne podwyższenie wewnątrzkomórkowego stężenia RFT do war­
tości, które nie są jeszcze cytotoksyczne, może pełnić funkcje sygnalizacyjne [54]. 
Hipoteza ta uzyskała silne poparcie, gdy okazało się, że dwa dobrze znane czynniki 
transkrypcyjne: NF-kB i AP-1 ulegają aktywacji, gdy stężenie RFT wewnątrz ko­
mórki, odpowiednio, podnosi się bądź zmniejsza. 
W artykule tym zaprezentowane zostaną dowody świadczące o wpływie stanu 
redoks komórki na aktywację czynników transkrypcyjnych i ekspresję genów. Szcze­
gólnie dokładnie omówiony zostanie udział RFT w aktywacji czynników NF-kB 
i AP-1 (więcej informacji znaleźć można w pracach przeglądowych [1, 14, 16, 
28, 41, 57]). 
CZYNNIK TRANSKRYPCYJNY NF-kB
Czynnik transkrypcyjny NF-kB jest jednym z najważniejszych mediatorów bio- 
rących udział w odpowiedzi komórki na szereg sytuacji stresowych. Do sytuacji 
takich zaliczyć można stres fizyczny (promieniowanie UV i y), czynniki zakaźne 
(bakterie, wirusy i pasożyty) oraz podwyższone stężenie cząsteczek sygnalizacyjnych 
(np. cytokin). NF-kB występuje w cytoplazmie większości komórek jako homo- 
bądź heterodimer składający się ze strukturalnie spokrewnionych białek należących 
do rodziny Rei. Każdy członek tej rodziny ma zakonserwowany w procesie ewolucji 
N-terminalny region zwany domeną homologii z białkiem Rei (ang. Rel-homology 
domain: RHD), w obrębie którego zlokalizowane są domeny odpowiedzialne za 
wiązanie do DNA, dimeryzację i translokację do jądra komórkowego [37]. 
W komórkach ssaków znanych jest dotychczas pięć białek należących do rodziny 
Rei: p65 (Rei A); c-Rel; Rei B; p5O/plO5 i p52/pl00 (dwa ostatnie powstają jako 
białka prekursorowe o masach, odpowiednio, 105 i 100 kDa i przekształcane są 
następnie w krótsze, biologicznie aktywne formy). W niepobudzonych komórkach 
NF-kB pozostaje w cytoplazmie związany niekowalencyjnie z białkami inhibito­
rowymi tzw. inhibitorami kB (IkB). Białka te tworzą funkcjonalnie i strukturalnie 
spokrewnioną rodzinę, do której zalicza się: iKB-a, IkB-P, iKB-y, IkB-e, Bcl-3, 
plOO i pl05. Po to, by NF-kB mógł ulec aktywacji i translokacji do jądra, IkB 
musi oddysocjować. Dysocjacja ta poprzedzona jest procesami fosforylacji i ubi- 
kwitynacji, których następstwem jest degradacja IkB w proteasomie. W procesie 
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fosforylacji inhibitora kB udział biorą kinazy IkBoc i P (IKKa i 3) [2, 9, 37]. 
NF-kB występuje w bardzo wielu typach komórek i bierze udział w ekspresji znacznej 
liczby indukowalnych genów dla cytokin i czynników wzrostu; receptorów cytokin; 
białek stresowych; molekuł adhezyjnych i cząsteczek immunoregulatorowych.
WPŁYW OKSYDANTÓW NA AKTYWACJĘ NF-kB
W 1990 roku Roederer et al. [47] donieśli, że N-acetylo-L-cysteina (NAC) hamuje 
aktywację wirusa HIV-1 pod wpływem 12-mirystynianu,13-octanu forbolu (PMA) 
i czynnika martwicy nowotworów a (TNF-a), która to aktywacja jest zależna od 
indukcji NF-kB. Staal et al. [59] wykazali ponadto, że NAC w stężeniach mili- 
molarnych hamuje aktywację NF-kB. Obserwacje te skłoniły Schrecka et al. [56] 
do zbadania, czy RFT biorą bezpośredni udział w aktywacji NF-kB. Do stymulacji 
komórek Jurkat użyli oni mikromolarnych stężeń H2O2. Wynikiem takiego działania 
było nasilenie wiązania NF-kB do DNA, co można było śledzić przy pomocy 
testu zmiany ruchliwości elektroforetycznej w żelu (testu EMSA). Wynikiem eks­
perymentów z czasową transfekcją komórek Jurkat przy pomocy genu reporterowego 
dla acetylotransferazy chloramfenikolu (CAT) znajdującego się pod kontrolą długich 
terminalnych powtórzeń (LTR) z wirusa HIV-1 było ustalenie, że ekspresja tego 
genu pod wpływem H2O2 zależna jest od obecności nienaruszonych sekwencji 
wiążących NF-kB w obrębie LTR. Co więcej, H2O2 nie tylko sam aktywował 
NF-kB, ale także działał synergistycznie z takimi induktorami NF-kB, jak: inhibitor 
fosfataz - kwas okadajowy (OA) i PMA [53, 56].
Zbadano także rolę innych RFT, jak również reaktywnych form azotu, w akty­
wacji NF-kB. Badania te prowadzono przy użyciu bardzo wrażliwej na H2O2 linii 
komórek wywodzących się z limfocytów T tzw. „komórek Wurzburg”. Tlen sin- 
gletowy i różne związki wchodzące w cykle redoks (menadion, parakwat) nie były 
silnymi aktywatorami, podczas gdy nadtlenek butylu oraz reoksygenacja po hypoksji 
komórek HeLa okazały się silnymi induktorami aktywacji NF-kB [41 ]. Ze wszystkich 
przetestowanych do tej pory RFT H2O2 wydaje się być najsilniejszym aktywatorem. 
Ta wybiórczość NF-kB w stosunku do nadtlenków przypomina prokariotyczny czyn­
nik transkrypcyjny oxyR.
Jednak nadtlenek wodoru nie inaktywuje bezpośrednio IkB, ponieważ po jego 
dodaniu do ekstraktów komórkowych nie obserwuje się aktywacji NF-kB [56]. 
Natomiast dodanie utleniacza, jakim jest diamid, do ekstraktów jądrowych zawie­
rających zaktywowany NF-kB hamuje jego zdolność wiązania się do DNA. Dzieje 
się tak najprawdopodobniej w wyniku utlenienia reszt cystein odpowiedzialnych 
za wiązanie do DNA.
Wrażliwość NF-kB na zmiany stanu redoks komórki przyczyniła się do wysunięcia 
przez Drogę et al. [10] hipotezy mówiącej, że po stanie stresu oksydacyjnego, 
niezbędnego do oddysocjowania IkB od NF-kB, musi nastąpić zmiana środowiska 
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w komórce na bardziej redukujące, czemu towarzyszy naprawa utlenionego NF-kB 
przy udziale glutationu.
Bardzo intrygującą wydaje się być obserwacja, że wiele aktywatorów NF-kB 
wywołuje jednocześnie stres oksydacyjny w komórkach. TNF-a np. zaburza łańcuch 
transportu elektronów w mitochondriach, czego wynikiem jest wzmożona synteza 
RFT, niezbędna zarówno dla efektów cytotoksycznych, jak i indukcji ekspresji 
genów przez tącytokinę. PMA wywołuje produkcję RFT przez stymulację oksydazy 
NADPH i cyklooksygenazy. Podobnie, promieniowanie UV i y oraz stymulacja 
CD28, CD3, IgG2AR, IL-1R i receptorów immunoglobulinowych indukuje syntezę 
RFT aktywując jednocześnie NF-kB.
Wszystkie te dane wydają się wskazywać na rolę RFT jako uniwersalnych po­
średników w aktywacji NF-kB pod wpływem różnorodnych czynników.
ANTYOKSYDANTY
JAKO INHIBITORY AKTYWACJI NF-kB
Antyoksydanty, takie jak NAC albo ditiokarbaminian pyrolidyny (PDTC), mogą 
zapobiegać aktywacji NF-kB przez H2O2. Efekt ten jest niezależny od struktury 
cząsteczki antyoksydanta, gdyż wiele strukturalnie niespokrewnionych związków, 
jak również enzymów antyoksydacyjnych wykazuje podobne działanie. Co więcej, 
antyoksydanty są zdolne do blokowania aktywacji NF-kB w odpowiedzi na niemal 
wszystkie przetestowane do tej pory związki indukujące, takie jak TNF-a [64]; 
IL-1 [62]; LPS [61]; PMA [59]; IgG2A [41]; analogi aminokwasów [33] i prze­
ładowanie retikulum endoplazmatycznego białkami [42] (rys. 1).
Dobrze znanymi antyoksydantami zdolnymi do hamowania aktywacji NF-kB 
są: NAC [40]; ditiokarbaminian (DTC) i PDTC [62]; butylowany hydroksytoluen 
(BHT); witamina E i jej pochodne; kwas liponowy [41]; tepoksalina [29]; witamina 
C; ebselen; 2-merkaptoetanol (2-ME); disulfiram; ortofenantrolina; desferrioksamina 
i pochodne katecholu [60]. Warto jednak zauważyć, że antyoksydanty mogą znacznie 
różnić się między sobą zdolnością do hamowania aktywacji NF-kB. Ich działanie 
może być zależne od typu komórki, wychwytu przez komórkę, lokalizacji sub- 
komórkowej, hydrofobowości i czasu półtrwania.
Jeśli chodzi o kwas okadajowy (OA) - inhibitor fosfataz i dobrze znany aktywator 
NF-kB, to dane co do wpływu antyoksydantów na jego działanie są niejasne. Suzuki 
et al. nie stwierdzili hamowania przez NAC aktywacji NF-kB po stymulacji komórek 
przy pomocy tego czynnika [60]. Późniejsze doświadczenia nie potwierdziły jednak 
tych rezultatów [52]. OA okazał się być silnym induktorem syntezy H2O2 i akty­
watorem NF-kB. Gdy produkcja H2O2 została zablokowana przy pomocy PDTC 
albo chelatora jonów wapnia, wtedy obniżał się także poziom aktywacji NF-kB.
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RYSUNEK 1. Schemat wpływu modulatorów stanu redoks komórki (oksydantów i antyoksydantów) na 
aktywację czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Dla przejrzystości pominięto rolę kinaz białkowych IKK 
szczegółowo przedstawioną przez innych autorów [2,9,37]. Czynniki, takie jak cytokiny, LPS, zakażenia 
wirusowe oraz promieniowanie UV i y, działając na komórki indukują w nich syntezę reaktywnych form 
tlenu, czego efektem jest degradacja inhibitora kB w proteasomie i translokacjadimeru p5O/p65 do jądra 
komórkowego. Etap ten jest hamowany przez antyoksydanty, a wzmagany przez oksydanty. W jądrze 
dimer p5O/p65 wiąże się do odpowiednich sekwencji w DNA. Proces ten jest hamowany przez nadtlenek 
wodoru. Tioredoksyna natomiast ułatwia wiązanie NF-kB do DNA w wyniku redukcji specyficznych 
reszt cysteiny odpowiedzialnych za oddziaływanie z DNA
ROLA ENZYMÓW METABOLIZUJĄCYCH RFT
W AKTYWACJI NF-kB
Jednymi z najważniejszych enzymów chroniących komórkę przed atakiem RFT 
są: peroksydaza glutationowa, reduktaza glutationowa i katalaza. Zahamowanie któ­
regokolwiek z tych enzymów przy pomocy specyficznych inhibitorów prowadzi 
do wzmożonej aktywacji NF-kB pod wpływem IL-10 w ludzkiej linii fibroblastycznej 
WI-38 [46J. Podobnie, ekspresja genu reporterowego dla acetylotransferazy chlo­
ramfenikolu znajdującego się pod kontrolą czterech miejsc wiążących NF-kB była 
wyższa w komórkach poddanych działaniu l,3-bis-(2-chloroetylo)-l-nitrozomoczni- 
ka, inhibitora reduktazy glutationowej [13].
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Niezwykle dogodnym modelem w badaniach aktywacji NF-kB okazały się być 
linie wykazujące stałą nadekspresję enzymów metabolizujących RFT. Przykładem 
takich linii są klony wyprowadzone z komórek JB6 wywodzącej się z keratynocytów. 
Cechują się one nadekspresją katalazy bądź miedziowo-cynkowej dysmutazy ponad- 
tlenkowej (Cu,Zn-SOD), przekraczającą 2,7 raza aktywność tych enzymów w linii 
wyjściowej JB6.
W przypadku nadekspresji katalazy stacjonarne stężenie H2O2 jest obniżone 
w wyniku wzmożonego jego rozkładu do H2O i O2, natomiast w przypadku na­
dekspresji Cu,Zn-SOD stacjonarne stężenie H2O2 jest podwyższone w wyniku wzmo­
żonej dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego. Nadekspresja katalazy hamowała 
aktywację NF-kB w odpowiedzi na TNF-a [51] lub OA [52], przy czym komórki 
wykazujące nadekspresję katalazy miały taką samą ilość kompleksów NF-kB-IkB 
jak komórki wyjściowe, co wykazano poprzez nieenzymatyczną aktywacje NF-kB 
w ekstraktach komórkowych przy pomocy deoksycholanu. Co więcej, zahamowanie 
aktywności katalazy przy pomocy aminotriazolu podnosiło stopień aktywacji NF-kB 
do poziomu kontroli. Nadekspresja Cu,Zn-SOD dawała z kolei efekt przeciwny. 
W komórkach tych aktywacja NF-kB pod wpływem TNF-a bądź OA była silniejsza 
niż w komórkach niestransformowanych. Nadekspresja manganowej dysmutazy 
ponadtienkowej (MnSOD) w komórkach MCF-7 [55] hamowała natomiast aktywację 
NF-kB pod wpływem PMA lub IL-1, a nasilała ją po stymulacji TNF-a. Do­
świadczenia te dostarczyły dalszych dowodów na poparcie teorii o selektywnej 
wrażliwości NF-kB w stosunku do nadtlenków.
Niemniej cennych danych dostarczyły badania komórek wykazujących nade­
kspresję peroksydazy glutationowej (w rzeczywistości pod tą nazwą kryją się cztery 
różne enzymy o zróżnicowanej lokalizacji komórkowej i tkankowej [5]). O roli 
peroksydaz glutationowych w modulacji aktywności NF-kB wydają się świadczyć 
następujące obserwacje:
(i) inhibitory cyklooksygenaz i lipooksygenaz hamują aktywację NF-kB [29];
(ii) aktywność cyklooksygenaz zależy od ilości hydronadtlenków, która jest z kolei 
regulowana przez peroksydazy glutationowe;
(iii) aktywacja NF-kB hamowana była w komórkach wzbogaconych w selen, a 
wzmagana w komórkach hodowanych w warunkach niedoboru tego pierwiastka 
[36,48].
W tym kontekście nie jest niczym zaskakującym, że nadekspresja klasycznej 
peroksydazy glutationowej (cGPx) w komórkach ludzkiej linii nowotworowej T47D 
hamowała aktywację NF-kB pod wpływem TNF-a [32] i modulowała fosforylację 
hsp 27 po podaniu tej cytokiny [39]. W innych doświadczeniach wykazano z kolei, 
że nadekspresjaperoksydazy glutationowej hydronadtlenków fosfolipidów (PH GPx), 
innego członka rodziny peroksydaz glutationowych, okazała się być lepszym spo­
sobem hamowania aktywności lipooksygenaz i działania cytokin. Stała nadekspresja 
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PH GPx w ludzkich komórkach endotelialnych hamowała aktywację NF-kB ] 
stymulacji IL-1 [4].
TIOREDOKSYNA JAKO ANTYUTLENIACZ
Tioredoksyna (TRX) jest białkiem o masie 13 kDa biorącym udział w naprawie 
oksydacyjnie uszkodzonych białek. Wchodzi ona w skład systemu złożonego z 
reduktazy tioredoksynowej i peroksydazy tioredoksynowej, łączącego redukcję nad­
tlenków z utlenianiem NADPH [27].
Ludzka tioredoksyna może hamować aktywację NF-kB pod wpływem TNF-a 
i PMA zarówno wówczas, gdy ulega czasowej nadekspresji w komórkach, jak i 
wtedy, gdy jest dodawana bezpośrednio do medium jako białko rekombinantowe. 
TRX może łatwo wchodzić do komórek, jak również je opuszczać, co może wska­
zywać na jej rolę w komunikacji międzykomórkowej [50]). Analogicznie do anty­
oksydantów TRX hamuje aktywację NF-kB działając jednocześnie silnie stymulująco 
na AP-1. Podobnie jak antyoksydanty gra ona podwójną rolę w aktywacji NF-kB: 
w cytoplazmie hamuje fosforylację i degradację IkB, natomiast w jądrze wzmaga 
wiązanie NF-kB do DNA (wykazano, że TRX ulega translokacji do jądra po za­
działaniu UVB [22]).
WPŁYW ZWIĄZKÓW MODULUJĄCYCH POZIOM 
WEWNĄTRZKOMÓRKOWEGO GLUTATIONU 
NA AKTYWACJĘ NF-kB
Zredukowany glutation (GSH) jest głównym niskocząsteczkowym antyoksydan- 
tem występującym w komórkach w stężeniu 1-8 mM [17]. Pod względem che­
micznym jest to tripeptyd: L-y-glutamylo-L-cysteinylo-glicyna, pozbawiony to­
ksyczności związanej z cysteiną, co czyni go wygodnym „buforem redoks” utrzy­
mującym w komórce stały stosunek grup tiolowych do disiarczkowych [58]. Glutation 
bierze udział w rozmaitych procesach zachodzących w komórkach, takich jak: two­
rzenie koniugatów z metalami i związkami elektrofilowymi; metabolizm m.in. leu- 
kotrienu C4, prostaglandyn, hepoksyliny, tlenku azotu, kwasu askorbinowego i 
dopaminy [66]; sygnalizacja międzykomórkowa i ekspresja genów [1]; apoptoza 
[65]; proliferacja komórek i rozwój osobniczy [7, 15] oraz w procesach rozrodczych 
[30].
Wykazano, że wiele sytuacji prowadzących do stresu oksydacyjnego powoduje 
ubytek GSH, czemu towarzyszy wzrost stężenia jego utlenionej formy (GSSG). 
Glutation jest kosubstratem dużej liczby wewnątrzkomórkowych enzymów anty­
oksydacyjnym katalizujących reakcje redukcji i detoksyfikacji nadtlenków.
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Wewnątrzkomórkowym stężeniem glutationu można manipulować [17]. Dodanie 
NAC, prekursora syntezy glutationu, podnosi jego poziom w komórce. Z kolei 
podanie butionosulfoksyminy (BSO), inhibitora syntetazy y-glutamylocysteiny, klu­
czowego enzymu w syntezie glutationu, powoduje spadek jego stężenia. Oba te 
związki wpływają na aktywację NF-kB w odpowiedzi na PMA i TNF-a. Sama 
BSO nie jest zdolna do znacznej indukcji NF-kB, ale wzmaga tę indukcję pod 
wpływem wielu bodźców. W przypadku NAC jest możliwe, że związek ten jest 
nie tylko prekursorem glutationu, ale jest także zdolny do bezpośredniego rozkładu 
H2O2 i innych RFT.
Podobnie jak w przypadku NAC, aktywację NF-kB pod wpływem LPS w mo- 
nocytach można zablokować przez podanie innego prekursora glutationu, jakim 
jest kwas oksatiozolidyno-4-karboksylowy (OTZ) [45].
W JAKI SPOSÓB KOMÓRKA „WYCZUWA” ZMIANY 
W STĘŻENIU RFT?
Nadtlenek wodoru jest jednym ze znanych czynników zdolnych do indukcji 
tworzenia mieszanych disiarczków między glutationem a resztami cysteiny białek. 
Proces ten, analogicznie do fosforylacji, może wzmagać lub hamować aktywność 
białek. Zakłada się więc, że w procesie ewolucji powstały pewne enzymy, naj­
prawdopodobniej kinazy bądź fosfatazy, zdolne do detekcji nieznacznych zmian 
w stężeniu wewnątrzkomórkowych RFT [41]. Wydaje się, że reszty cysteiny znaj­
dujące się w otoczeniu aminokwasów zasadowych są szczególnie podatne na taką 
modyfikację.
Przykładem kinaz wrażliwych na zmiany stanu redoks komórki mogą być kinazy 
tyrozynowe p56lck i p59fyn biorące udział w przekazie sygnału do aktywacji NF-kB 
w limfocytach T.
AP-1
Czynnik transkrypcyjny AP-1 (ang. activator protein-1) jest kolejnym przykładem 
czynnika regulowanego przez zmiany stanu redoks komórki. Czynnik ten wiąże 
się do tzw. elementu odpowiedzi na jeden z estrów forbolu, jakim jest TPA (ang. 
Tetradecanoylphorbol 13-acetate), - TRE (ang. TPA response element) znaj­
dującego się w rejonie promotorowym wielu genów odpowiedzialnych za procesy 
proliferacji komórek i nowotworzenia. AP-1 jest aktywowany przez szereg bodźców, 
takich jak: czynniki wzrostu, cytokiny, aktywatory kinazy białkowej C i modulatory 
stanu redoks.
AP-1 jest dimerem złożonym z białek c-Jun i c-Fos, produktów protoonkogenów, 
odpowiednio, c-jun i c-fos. Znane są także inne białka spokrewnione z c-Jun i 
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c-Fos (JunB; JunD; FosB; Fral i Fra2) razem tworzące rodziny białek Jun i Fos. 
Tworzą one dimery dzięki oddziaływaniu domen o strukturze zamka leucynowego. 
Podczas gdy białka z rodziny Jun mogą tworzyć zarówno homo-, jak i heterodimery, 
białka z rodziny Fos tworzą wyłącznie heterodimery.
Z wyjątkiem homodimerów c-Jun, obecnych w komórce jeszcze przed aktywacją, 
głównym sposobem indukcji AP-1 jest synteza de novo tworzących go podjednostek. 
Ekspresja genów c-jun i c-fos jest stymulowana przez czynniki wzmagające syntezę 
RFT, takie jak: TNF-a, promieniowanie UV, nadtlenek wodoru i mitogeny [8, 
35]. Późniejsze obserwacje wykazały jednak, że antyoksydanty są silniejszymi akty­
watorami AP-1 niż prooksydanty. W przypadku komórek HeLa wiązanie się do 
DNA i aktywacja transkrypcji przez AP-1 były stymulowane przez PDTC i NAC 
lub w wyniku czasowej nadekspresji tioredoksyny. Tioredoksyna aktywowała AP-1 
także jako białko rekombinantowe dodawane bezpośrednio do medium [49]. Podczas 
gdy antyoksydanty nasilają aktywację AP-1 pod wpływem PMA, H2O2 wykazuje 
działanie przeciwne. Wiele badań wskazuje jednak, że działanie antyoksydantów 
tiolowych może być bardzo złożone. Tak na przykład, indukowana przez stres 
oksydacyjny ekspresja genów c-jun i c-fos pod wpływem azbestu była wzmagana 
przez NAC [25], który to czynnik zapobiegał ekspresji c-jun i c-fos pod wpływem 
nadtlenku wodoru [6]. AP-1 jest także aktywowany przez niektóre inne antyoksy­
danty, szczególnie hydrofobowe (d-a-tokoferol; butylowany hydroksytoluen i bu- 
tylowany hydroksyanizol). AP-1 pełni więc rolę wtórnego czynnika transkrypcyjnego 
odpowiedzi na antyoksydanty, a TRE są uważane za potencjalne elementy odpowiedzi 
na antyoksydanty (ang. antioxidant response elements).
Badania przeprowadzone na komórkach HeLa potwierdziły, że czynniki trans- 
krypcyjne AP-1 i NF-kB odpowiadają w przeciwstawny sposób na hypoksję i reo- 
ksygenację. Analogicznie do antyoksydantów, hypoksja silnie indukowała zdolność 
wiązania się AP-1 do DNA i aktywację transkrypcji. Reoksygenacja natomiast 
okazała się być silnym aktywatorem NF-kB. Obserwacje te wydają się tłumaczyć 
indukcję wielu prozapalnych genów w tkankach poddanych reperfuzji po niedo­
krwieniu.
Bardzo intrygująca jest obserwacja dotycząca słabego wiązania się AP-1 do 
TRE w komórkach poddanych działaniu nadtlenku wodoru, co stoi w sprzeczności 
z silną indukcjąekspresji genów c-jun i c-fos pod wpływem tych czynników. Zjawisko 
to jest prawdopodobnie związane z zależnością wiązania się dimeru Fos-Jun do 
DNA od obecności zredukowanych form cysteiny w domenach odpowiedzialnych 
za oddziaływanie tych białek z DNA. Podstawienie cysteiny seryną (w przypadku 
c-Jun jest to cysteina 252) wzmaga wiązanie się AP-1 do DNA, które przestaje 
być zależne od stanu redoks komórki. Podobną mutację obserwuje się w przypadku 
białka v-Jun, co sugeruje, że zdolność do wywoływania transformacji nowotworowej 
przez ten onkogen może wynikać, przynajmniej częściowo, ze zniknięcia reszty 
cysteiny krytycznej dla procesów regulacji jego aktywności. Wiązanie się dimeru
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RYSUNEK 2. Pozytywny wpływ antyoksydantów na syntezę i funkcje czynnika transkrypcyjnego AP-1. 
Aktywacja AP-1 pod wpływem estrów forbolu jest zależna od syntezy de novo tworzących go podjedno- 
stek, białek Jun i Fos, i jest wzmagana przez antyoksydanty. Tioredoksyna i Ref-1, dzięki swym 
własnością redukującym, stymulują z kolei wiązanie dimeru Jun/Fos do DNA. Więcej informacji można 
znaleźć w pracy Schenka et al. [49]
Fos-Jun do DNA jest ułatwiane przez białko Ref-1, które działa przez redukcję 
cysteiny 252 białka c-Jun. Utleniona forma Ref-1 jest regenerowana przy pomocy 
tioredoksyny [21] (rys. 2).
INNE CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE
Chociaż czynniki transkrypcyjne NF-kB i AP-1 należą do najlepiej zbadanych, 
nie są one jednak jedynymi czynnikami, których aktywność znajduje się pod wpły­
wem stanu redoks komórki. Do czynników takich zalicza się także m.in. Elk-1. 
Czynnik ten jest w sposób ciągły związany, wraz z czynnikiem odpowiedzi na 
surowicę (ang. serum response factor: SRF), z sekwencją DNA tzw. elementem 
odpowiedzi na surowice (ang. serum response element: SRE) w obrębie promotora 
genu c-fos. Czynnik ten jest przedstawicielem czynników transkrypcyjnych z rodziny 
ets. Elk-1 jest odpowiedzialny za indukcję transkrypcji genu c-fos zarówno przez 
antyoksydanty, jak i H2O2. Wydaje się, że za przekaz informacji o zmianie stanu 
redoks zarówno w kierunku warunków bardziej utleniających, jak i bardziej re­
dukujących odpowiedzialna jest kaskada kinaz MAP prowadząca do fosforylacji 
Elk-1 w obrębie C-końcowej domeny stymulującej transkrypcję [41].
HSF-1 (ang. heat shock factor-1) jest kolejnym czynnikiem transkrypcyjnym, 
na który ma wpływ stan redoks komórki. Należy on do rodziny czynników szoku 
cieplnego, których aktywacja i wiązanie do DNA są indukowane przez stresy za­
burzające homeostazę związków tiolowych. Aktywacja HSF-1 polega na jego tri- 
54 J. CISOWSKI
meryzacji i następującej po niej translokacji do jądra. Wielu badaczy starało się 
określić wpływ antyoksydantów na aktywację HSF-1. Wykazano, że inkubacja ko­
mórek z ditiotreitolem hamuje indukowaną szokiem cieplnym trimeryzację, fosfo­
ry lację, translokacje do jądra i wiązanie się do DNA czynnika HSF-1 [23]. DTT 
hamował także transkrypcję genu hsp70 indukowaną nefrotoksycznymi koniugatami 
cysteiny (NCC) albo jodoacetamidem (IDAM) [34]. Wykonywano także ekspe­
rymenty nad wpływem obniżenia stężenia glutationu, które powoduje utlenienie 
grup tiolowych białek oraz ich denaturację i agregację [12]. Rezultatem takiego 
działania była aktywacja HSF-1 pod wpływem hipertermii, czynników alkilujących 
i prostaglandyny J2. Podobne działanie wykazywał diamid, jego podanie wzmagało 
wiązanie HSF-1 do DNA i transkrypcję genu hsp70 [11]. Zbadano także wpływ 
13 różnych induktorów reakcji stresowej w komórkach, włączając szok cieplny 
[68]. Wykazano, że wszystkie przetestowane czynniki wy wołują utlenienie związków 
zawierających grupy tiolowe, a w szczególności glutationu, tworzenie mieszanych 
dwusiarczków typu glutation-białko i białko-białko, a jednocześnie stymulują tri­
meryzację HSF-1 i jego wiązanie do DNA. Obserwacje te, jak również brak aktywacji 
HSF-1 w warunkach braku tlenu, sugerują udział etapu zależnego od warunków 
redoks w ścieżce przekazu sygnału do aktywacji HSF-1.
Zdolność wiązania się do DNA czynnika HSF-1 była hamowana in vitro przez 
nadtlenek wodoru, diamid i czynniki alkilujące, takie jak kwas jodooctowy. In 
vivo natomiast, nadtlenek wodoru aktywował HSF-1, ale po znacznie dłuższym 
czasie w porównaniu z indukcją przez szok cieplny [24]. Obserwacje te doprowadziły 
do wysunięcia hipotezy o podwójnej regulacji HSF-1 przez czynniki utleniające. 
Z jednej strony H2O2 indukuje translokację HSF-1 do jądra, a z drugiej hamuje 
jego zdolność wiązania się do DNA, najprawdopodobniej w wyniku utleniania kry­
tycznych reszt cysteiny. Co ciekawe, eksperymenty kinetyczne wykazały, że H2O2 
jeszcze przed aktywacją HSF-1 zwiększał stężenie tioredoksyny. Dlatego można 
przypuszczać, że TRX czyni środowisko wewnątrz komórki bardziej redukującym, 
co jest niezbędne dla wiązania HSF-1 do DNA.
Białko supresorowe nowotworów p53 odgrywa kluczową rolę w obronie komórki 
przed czynnikami uszkadzającymi DNA. Działa ono poprzez indukcję transkrypcji 
szeregu genów wpływających na zatrzymanie cyklu komórkowego i apoptozę [31]. 
Wiązanie się do DNA i aktywacja transkrypcji przez p53 znajdują się pod kontrolą 
stanu redoks związków tiolowych. Cztery spośród dziewięciu reszt cysteiny w do­
menie odpowiedzialnej za wiązanie się do DNA p53 są niezbędne dla prawidłowego 
funkcjonowania tego białka. Ich utlenienie zmienia konformację p53 i jest odpo­
wiedzialne za osłabienie jego wiązania do specyficznych sekwencji DNA [43]. 
Wykonano doświadczenia wskazujące, że PDTC może in vivo zachowywać się 
jak prooksydant i utleniać reszty cysteiny białka p53, co przyczynia się do osłabienia 
jego funkcji [67]. Aktywność p53 jest natomiast wzmagana przez Ref-1 [26] oraz 
wydaje się być regulowana przez tioredoksynę [44]. Na aktywność tego białka 
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mają także wpływ jony metali: jony cynku stabilizują konformację p53 [19], jony 
miedzi natomiast zaburzają ją, co upośledza zdolność wiązania się p53 do DNA 
[20, 63]. Donoszono także, że antyoksydanty, takie jak NAC albo dimerkapto- 
propanol, indukują apoptozę w wielu liniach komórek nowotworowych, ale nie 
w ich niestransformowanych odpowiednikach [3]. Za zjawisko to odpowiedzialna 
jest wzmożona ekspresja p53 w komórkach nowotworowych.
Wiele innych czynników transkrypcyjnych wykazuje zdolność wiązania się do 
DNA, która jest wrażliwa na utlenienie specyficznych reszt cysteiny. Należą do 
nich: NF-1; USF; E2F; HIC; kU; Egr-1; vETS; białko E2 z bydlęcego wirusa 
papilloma typu 1; Spl; PB2/CBF; receptory dla glukokortykoidów i estrogenów; 
HoxB5 [1]; STAT [38] i HIF-la [18]. Ze względu na brak miejsca nie zostaną 
jednak one tutaj omówione.
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